Исследование регенераторной и тканеспецифичной активности общ ей РНК клеток костного мозга by Z. Gonikova Z. et al.
64
ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ  том XX   № 3–2018
DOI: 10.15825/1995-1191-2018-3-64-69
иССледОВАНие реГеНерАтОрНОЙ  
и тКАНеСПеЦиФичНОЙ АКтиВНОСти ОБЩеЙ рНК  
КлетОК КОСтНОГО МОЗГА
З.З. Гоникова1, А.О. Никольская1, Л.А. Кирсанова1, М.Ю. Шагидулин1, 2, Н.А. Онищенко1, 
В.И. Севастьянов1
1 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр трансплантологии и искусственных 
органов имени академика В.И. Шумакова» Минздрава России, Москва, Российская Федерация 
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени 
И.М. Сеченова» Минздрава России (Сеченовский университет), Москва, Российская Федерация
Цель. Установить способность суммарной РНК, выделенной из ККМ организма, в котором повреждена 
ткань печени, служить переносчиком адресных регенерационных сигналов именно в этот орган. Матери-
алы и методы. Методом адоптивного переноса на крысах (n = 37) изучена митотическаая и пролифера-
тивная активность клеток печени и почек у интактных реципиентов после внутрибрюшинного введения: 
мононуклеарных клеток костного мозга (ККМ) – 2,5×106; 5,0×106; 3,5×107 клеток – группа 1 и общей РНК 
из таких же ККМ (30 мкг/100 г веса) – группа 2 от доноров через 12 часов после 70–75% гепатэктомии; в 
группе 3 (контроль) вводили физраствор. РНК из ККМ выделяли методом, разработанным фирмой «Ев-
роген» (Россия) с помощью реактива ExtractRNA. Результаты. В группе 2 на сроках 48 и 72 ч. отмечено 
увеличение митотической и пролиферативной активности клеток в печени, но не в почках (контроль 
специфичности регенерационных сигналов); в группе 1 не выявлен перенос регенерационных сигналов 
в эти органы. Заключение. Авторы полагают, что общая РНК из активированных гепатэктомией ККМ 
аккумулирует адресные (гепатоспецифические) регенерационные сигналы, но воспроизводятся они лишь 
при поступлении РНК в поврежденную ткань.
Ключевые слова: клетки костного мозга, РНК, регенерация печени.
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Aim. To establish the ability of the total RNA extracted from the body’s bone marrow cells (BMCs), in which 
liver tissue was damaged, to serve as a carrier of targeted regenerative signals to this organ. Materials and me-
thods. By method of adoptive transfer in rats (n = 37) the mitotic and proliferative activity of liver and kidney 
cells were studied in intact recipients after intraperitoneal injection: the mononuclear BMCs – 2,5×106; 5,0×106; 
3,5×107 cells – group 1 and the total RNA of the same BMCs (30μg/100g of weight) – group 2 from donors in 
12 hours after 70–75% of hepatectomy; in group 3 (control), a saline solution was injected. RNA from BMCs 
was extracted by the method developed by the «Evrogen» firm (Russia) with the reagent Extract RNA. Results. 
In group 2 in 48 and 72 h. there was the increasing of mitotic and proliferative cell activity in the liver, but not 
in the kidneys (control of the specificity of regenerative signals); in group 1 there was no transfer of regene-
rative signals to these organs. Conclusion. The authors believe that the total RNA from BMCs, activated by 
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РЕГЕНЕРАТИВНАЯ МЕДИЦИНА И КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ
ВВедеНие
Общепризнано, что повреждение органов и тканей 
через механизмы ауторегуляции включает в организ-
ме эволюционно выработанные процессы их регене-
рации, причем адресный перенос регенерационной 
информации в поврежденные ткани осуществляют 
лимфоциты крови [1–3], имеющие, как известно, 
костномозговое происхождение. Сами клетки кост-
ного мозга (гемопоэтические и стромальные) также 
обладают высоким регенерационным потенциалом, 
и это предопределило их широкое использование в 
последние годы для индукции восстановительных 
процессов в поврежденных органах и тканях. Меж-
ду тем механизмы, с помощью которых эти клетки 
осуществляют адресную доставку регенерацион-
ных сигналов в поврежденную ткань, остаются ма-
лоизученными. Показано, что выработка клетками 
костного мозга (ККМ) адресных регенерационных 
сигналов сопровождается появлением у этих клеток 
паракринных свойств [4–8], а это свидетельствует о 
происходящем репрограммировании их генома при 
запуске регенерационного процесса. Анализ возмож-
ных механизмов репрограммирования генома ККМ 
при восстановительных процессах позволил связать 
их с недавно открытым классом многочисленных 
регуляторных белок-некодирующих РНК в клетках, и 
прежде всего с молекулами микро-РНК (к настояще-
му времени выделено свыше 3000 различных микро-
РНК) [9, 10]. В то же время имеются данные, что РНК 
в клетках представляет собой систему сигнальных 
молекул различных классов, результирующий регу-
ляторный эффект которых достигается взаимодейс-
твием многочисленных белок-некодирующих РНК 
(микро-РНК, малые интерферирующие РНК, малые 
ядерные РНК, длинные некодирующие РНК и др.) 
и белок-кодирующих РНК [9, 11, 12]. Представле-
ние об определяющей регуляторной роли комплекса 
различных классов РНК в клетках позволило уже в 
настоящее время применять экзогенную суммарную 
РНК из лимфоцитов периферической крови или ККМ 
донора для эффективной индукции восстановитель-
ных процессов в самом костном мозге при различных 
патологических состояниях кроветворной системы 
[2, 3, 13, 14].
Цель настоящей работы: установить, способна 
ли суммарная РНК, выделенная из ККМ организма, 
в котором повреждена ткань иного гистотипа, напри-
мер, ткань печени, служить переносчиком адресных 
регенерационных сигналов именно в этот орган.
МАтериАлЫ и МетОдЫ
Работа выполнена на крысах-самцах породы Вис-
тар весом 250–300 г (n = 37). Способность суммарной 
РНК из ККМ к аккумуляции регенерационных сиг-
налов и доставке их именно в ткань поврежденного 
органа (печень) для активации в ней регенерацион-
ных процессов изучали методом адоптивного пере-
носа [1]. Для доказательства способности суммарной 
РНК из ККМ при повреждении печени осуществлять 
перенос регенерационной информации использовали 
экспериментальную модель частичной гепатэктомии 
(70–75% резекция печени), которая, как известно, 
сопровождается активацией механизмов гипертро-
фической регенерации с выраженной митотической 
активностью в оставшейся части органа [15]. Крысы 
с частичной гепатэктомией составили донорскую 
группу (n = 10). У крыс-доноров забирали костный 
мозг через 12 часов после резекции печени (указан-
ный интервал, необходим для появления в костном 
мозге морфогенетически активных клеток) и полу-
чали из него мононуклеарную (гемопоэтическую) 
фракцию ККМ. Для выявления у этих клеток адрес-
ной (гепатоспецифической) индукционной актив-
ности выделенную фракцию донорских мононукле-
арных ККМ вводили однократно внутрибрюшинно 
интактным (неоперированным) крысам-реципиентам 
(n = 27) либо в виде свежевыделенных активирован-
ных гепатэктомией мононуклеарных ККМ в дозе: 
2,5×106, или 5,0×106, или 3,5×107 клеток на крысу 
(n = 12; группа 1) либо в виде общей (суммарной) 
РНК, предварительно полученной из таких же ККМ, 
в дозе 30 мкг/100 г веса животного (n = 10; группа 2). 
Контролем служили интактные крысы с введением 
1,0 мл физиологического раствора (n = 5; группа 3). 
Общую РНК из мононуклеарной фракции ККМ вы-
деляли методом, разработанным фирмой «Евроген» 
(Россия) с помощью реактива ExtractRNA, который 
позволял получить из каждых 3,5×107 клеток от 
105,5 до 127,7 мкг суммарной РНК. Способность 
к аккумуляции и переносу регенерационных сигна-
лов именно в печень при использовании мононук-
леарной фракции ККМ, а также выделенной из них 
общей РНК оценивали по выраженности индукции 
пролиферативной активности гепатоцитов печени и 
канальцевого эпителия почек (контроль адресного 
воздействия) у неоперированных крыс-реципиентов 
через 24, 36, 48 и 72 часа после введения им донорс-
кого материала. В указанные сроки иссекали печень и 
почки у крыс-реципиентов, готовили из них гистоло-
гические срезы, проводили окраску их гематоксили-
hepatectomy, accumulates targeted (hepatospecific) regeneration signals, but they are perceived only when RNA 
has been obtained by the damaged tissue.
Key words: bone marrow cells, RNA, liver regeneration.
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ном и эозином и, используя микроскоп фирмы Leica 
DMLS (Германия), определяли в 30 полях зрения 
количество митотически делящихся клеток, а затем 
рассчитывали митотический индекс (МИ) в промил-
ле (‰). Выраженность пролиферативной активности 
гепатоцитов печени оценивали также иммуногисто-
химически с помощью антител Ki-67, являющихся 
маркерами ядерного антигена пролиферирующих 
клеток и путем подсчета общего количества гепато-
цитов в исследуемых полях зрения. Достоверность 
различия исследуемых показателей в сравниваемых 
группах оценивали с помощью параметрического 
критерия t Стьюдента, при р < 0,05.
реЗУльтАтЫ и ОБСУЖдеНие
Исследование результатов адоптивного переноса 
донорского материала – фракции активированных 
гепатэктомией донорских мононуклеарных ККМ 
(группа 1) и общей РНК, выделенной из этих акти-
вированных ККМ (группа 2), показало, что в груп-
пе 1 на всех исследуемых сроках и при использова-
нии разных доз активированных ККМ достоверные 
изменения митотической активности гепатоцитов 
в печени и канальцевого эпителия в почках неопе-
рированных крыс-реципиентов отсутствуют: значе-
ния МИ для печени и почек не превышали ~ 0,02 ± 
0,01‰ (0–2 митоза на 30 полей зрения) и так же, как 
и в группе 3 (введение физиологического раствора, 
контроль), не отличались от исходных значений. Од-
нако в отличие от группы 3 в группе 1 на сроках 48 и 
72 часа при введении разных доз клеток нами было 
диагностировано появление в ткани печени клеточ-
ной инфильтрации (рис. 1, а), свидетельствующей о 
появлении в организме реципиентов гепатоспеци-
фических сигналов.
Отсутствие подъема митотической активности 
гепатоцитов в печени здоровых крыс-реципиентов 
на введение активированных гепатэктомией моно-
нуклеарных ККМ, в том числе в больших дозах, 
было для нас неожиданным. Мы полагали, что если 
на введение лимфоцитов селезенки донора, предва-
рительно активированных частичной гепатэктоми-
ей, в организме реципиента достоверно возрастает 
митотическая активность не только гепатоцитов, но 
и клеток Купфера [1], то аналогичного повышения 
митотической активности гепатоцитов в печени 
реципиента следует ожидать и после введения им 
ККМ, активированных в организме донора 70–75% 
гепатэктомией.
Однако достоверный подъем митотической ак-
тивности гепатоцитов в печени здоровых крыс-ре-
ципиентов и его последующее снижение были выяв-
лены нами только в группе 2 на сроках 48 и 72 часа, 
где МИ составил 0,7 ± 0,2‰ (митозы выявлялись в 
5–7 из 30 исследуемых полей зрения) и 0,5 ± 0,2‰ 
(митозы выявлялись в 3–4 из 30 исследуемых полей 
зрения) соответственно, при р < 0,05 по сравнению 
с исходным уровнем (рис. 1, б). Кроме того, важно 
отметить, что в группе 2 с введением РНК, так же, 
Рис. 1. Гистологические препараты печени здоровой кры-
сы через 48 часов после введения донорского материала 
от крысы с 70–75% гепатэктомией: а – после введения мо-
нонуклеарных клеток костного мозга (3,5×107 кл.), уме-
ренная лимфоидно-клеточная инфильтрация, митозов 
нет; б – после введения общей РНК из мононуклеарных 
клеток костного мозга (30 мкг/100 г), пролиферативная 
активность гепатоцитов в печени, митозы в паренхиме 
печени (указано стрелками). Гематоксилин и эозин, ×200
Fig. 1. Histological specimens of the healthy rat liver in 48 
hours after donor material infusion from rats with 70–75% 
hepatectomy: a – after infusion of the bone marrow mononuc-
lear cells (3,5×107 cells), moderate lymphoid cell infiltration, 
mitotic activity is absent; б – after infusion of the total RNA 
from the bone marrow mononuclear cells (30 μg/100 g), pro-
liferative activity of hepatocytes in the liver, mitoses take 
place in the liver parenchyma (indicated by arrows). Hema-
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как и в группе 1 с введением мононуклеарных ККМ, 
на сроках 48 и 72 часа нами в ткани печени также 
диагностировалась клеточная инфильтрация. При-
мечательно, что всплеск митотической активности 
гепатоцитов в печени именно через 48 часов был 
отмечен другими исследователями в опытах с выпол-
нением у животных истинной субтотальной резекции 
печени [15]. Между тем в почках крыс-реципиентов 
группы 2 на сроках 48 и 72 часа достоверного повы-
шения митотической активности клеток почечно-
го эпителия выявлено не было, хотя известно, что 
после выполнения односторонней нефрэктомии в 
организме донора и переносе донорских лимфоцитов 
(спленоцитов) реципиенту через 48 часов в его орга-
низме отмечается максимум митотичекой активности 
клеток канальцевого эпителия [1]. При исследовании 
пролиферативной активности гепатоцитов в группе 2 
было установлено, что в гистологических препаратах 
на этом сроке по сравнению с контролем (группа 3) 
определяется достоверно большее количество мо-
лодых гепатоцитов (клетки малого размера) – 452 ± 
7,66 против 320 ± 36,13 (р ≤ 0,05), которые распола-
гаются преимущественно по периферии печеночной 
дольки (рис. 2). Иммуногистохимическое исследо-
вание с помощью маркера Ki67 также подтвердило, 
что на сроке 48 часов пролиферативная активность 
клеток существенно возрастала в печени крыс груп-
пы 2 (рис. 3), но на сроке 72 часа пролиферативная 
активность снижалась, также как и митотическая 
активность к этому сроку.
Возможно, что спад митотической и пролифе-
ративной активности через 72 часа после введения 
РНК наступает в результате активации другой по-
пуляции лимфоцитов, обладающей супрессорными 
свойствами, индукция которых была также вызвана 
переносом морфогенетически активных лимфоцитов 
селезенки [1]. Не исключено, что этот эффект может 
быть связан с наступающей к этому сроку элимина-
цией индукционных (регенерационных) факторов из 
организма здоровых крыс-реципиентов.
Появление выраженной пролиферативной и ми-
тотической активности у гепатоцитов в печени крыс-
реципиентов группы 2 и отсутствие аналогичного 
эффекта в печени крыс-реципиентов после введения 
им активированных ККМ (группа 1), по-видимому, 
можно связать с существующей в организме клеточ-
ной специализацией, в том числе и при формирова-
нии регенерационного процесса, в котором клетки 
костного мозга – центрального органа иммуногене-
за – выполняют роль аккумулятора и преобразователя 
регенерационных сигналов, поступающих из очага 
повреждения, а исполнителями этого процесса уже 
выступают зрелые активно мигрирующие информи-
рованные лимфоциты периферической иммунной 
системы – лимфоциты из лимфоузлов и селезенки, 
но не мононуклеарные ККМ [1]. В роли молекул, 
Рис. 2. Гистологические препараты печени здоровой 
крысы через 48 часов: а – после введения физраствора 
(контроль); б – после введения общей РНК из мононук-
леарных клеток костного мозга крысы с 70–75% гепатэк-
томией, молодые гепатоциты в периферических зонах 
печеночной дольки (указаны стрелками). Гематоксилин 
и эозин, ×100
Fig. 2. Histological specimens of the healthy rat liver in 
48 hours: a – after infusion of saline solution (control); б – 
after infusion of the total RNA from the bone marrow mo-
nonuclear cells of rats with 70–75% hepatectomy, numerous 
young hepatocytes in peripheral zones of the hepatic lobule 
(indicated by arrows). Hematoxylin – eosin, ×100
а
б
обеспечивающих информационный обмен, высту-
пают различные типы РНК, которые доставляются 
в очаг повреждения с помощью лимфоцитов [3, 13, 
14]. Индукция митотической и пролиферативной ак-
тивности именно гепатоцитов в печени неопериро-
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ванных реципиентов после введения им общей РНК 
из активированных мононуклеарных ККМ крыс с 
70–75% гепатэктомией указывает на тот факт, что 
активированные ККМ не только воспринимают, ак-
кумулируют и формируют тканеспецифические ре-
генерационные сигналы, но и способны реализовать 
их адресную доставку с помощью общей РНК, после 
выделения ее из этих клеток.
Отсутствие достоверных изменений в митоти-
ческой активности клеток канальцевого эпителия 
почек у крыс-реципиентов в исследованных группах 
на всех сроках подтверждает, что перенос регене-
рационных сигналов, аккумулированных в общей 
РНК из активированных мононуклеарных ККМ от 
крыс-доноров с резекцией печени, является адрес-
ным тканезависимым механизмом.
ЗАКлЮчеНие
Общая РНК, выделенная из активированных ге-
пат эктомией мононуклеарных клеток костного мозга, 
аккумулирует и адресно переносит регенерационные 
(пролиферативные) сигналы именно в ткань печени 
после моделирования частичной гепатэктомии.
Активированные мононуклеарные клетки костно-
го мозга напрямую не индуцируют и не переносят 
регенерационные сигналы в ткань печени после мо-
делирования гепатэктомии.
Общая РНК, выделенная из мононуклеарной 
фракции клеток костного мозга, может быть исполь-
зована для непосредственной регуляции регенераци-
онных процессов в печени и других органах.
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